
Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 5 (87), Часть 1 

Экспериментальные исследования в биологии и медицине      331

УДК 578.427,578.7 

М.А. Хаснатинов 2, С. Хавликова 5, Э. Таплин 3, М. Казимирова 4, Н. Гунавардане 1, М. Словак 4, 
Б. Клемпа 5, И.М. Джоунс 1, М. Лабуда 5, Э.А. Гоулд 6, Т.С. Грицун 1

роль Структурных белков вируСа клещевого энцефалита  
в оСущеСтвлении невиремичеСкой транСмиССии вируСа между 

клещами

1 Школа биологических наук, Редингский Университет (Рединг, Великобритания) 
2 Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека (Иркутск) 

3 Школа естественных наук, Уорикский университет (Ковентри, Великобритания) 
4 Институт Зоологии (Братислава, Словакия)  

5 Институт вирусологии (Братислава, Словакия) 
6 Кафедра вирусологии политехнического университета (Марсель, Франция)

В настоящее время выделяют 3 субтипа вируса клещевого энцефалита (ВКЭ, род Flavivirus, сем. Fla-
viviridae): Западно-Европейский (ассоциирован с клещом I. ricinus), Сибирский и Дальневосточный 
(ассоциированы с таежным клещом I. persulcatus). Одним из основных путей циркуляции ВКЭ в природе 
является невиремическая трансмиссия вируса между зараженными и незараженными клещами во 
время совместного питания на одном прокормителе. Ранее было обнаружено, что эффективность 
невиремической трансмиссии между клещами I. ricinus типового штамма Западно-Европейского субтипа 
«Hypr» (Hypr) составляет 60 %, в то время как для типового штамма Сибирского субтипа «Васильченко» 
(Vs) – только 5 %. Для установления вирусных детерминант, определяющих эффективность 
трансмиссии мы создали ряд рекомбинантных вирусов с взаимозамененными генами структурных (str) 
и неструктурных (ns) белков. Рекомбинантный вирус Hypr[str]Vs[ns] обладал 70 % эффективностью 
невиремической трансмиссии. Введение отдельных структурных генов штамма Hypr в ифекционный 
клон Vs также увеличивало эффективность трансмиссии до 33 %. Таким образом, нами показано, 
что эффективность невиремической трансмиссии ВКЭ определяется, прежде всего, свойствами 
структурных белков вируса.
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There are 3 subtypes of tick-borne encephalitis virus (TBEV) distinguished at present time: European (EU), 
Siberian (SIB) and Far Eastern (FE). The former one is associated with Ixodes ricinus tick, whereas the latter two 
– with I. persulcatus. The circulation of TBEV in nature is mediated by the non-viraemic transmission between 
infected and uninfected ticks co-feeding on the same hosts and it was shown that transmission rate of «Hypr» 
strain (EU subtype) is much higher than rate of «Vasilchenko» strain (SIB subtype) – 60 and 5 % respectively. 
To reveal the viral determinants of transmission efficacy, we constructed the series of recombinant viruses with 
gradually exchanged genes coding structural (str) and non-structural (ns) viral proteins. The recombinant 
virus Hypr[str]Vs[ns] achieved the rate of non-viraemic transmission of 70 %. The introduction of separate 
structural genes of Hypr into Vs infectious clone has enhanced the transmission efficacy as well, though not 
to such extent as entire structural region but up to 33 % only. Thus, it was shown that efficacy of non-viraemic 
transmission of TBEV depends from properties of viral structural proteins mainly. 
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Клещевой энцефалит (КЭ) – это инфекцион-
ное заболевание, распространенное в лесной и 
лесостепной зоне Северной Евразии. Возбудитель 
КЭ – вирус, который передается человеку при 
укусе иксодовых клещей. Ежегодно в мире проис-
ходит порядка 10000 новых случаев заболеваний 
КЭ [5]. ВКЭ относится к семейству Flaviviridae 
род Flavivirus и в настоящее время выделяют 3 
субтипа вируса – Дальневосточный, Сибирский 

и Западноевропейский. Основным переносчи-
ком первых двух субтипов является таежный 
клещ Ixodes persulcatus, который распространен 
в лесной и лесостепной зоне Азии и Восточной 
Европы, вплоть до Прибалтики. Основной пере-
носчик вирусов Европейского субтипа – клещ 
Ixodes ricinus, обитающий в лесах Западной и Вос-
точной Европы до Урала [6]. Геном вируса состоит 
из одной одноцепочечной молекулы РНК длиной 



Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 5 (87), Часть 1 

332           Экспериментальные исследования в биологии и медицине

~11000 нуклеотидных оснований (н.о.). Одна от-
крытая рамка считывания кодирует полипротеин, 
который расщепляется клеточными сигналазами 
и вирусной протеазой NS3 на 3 структурных и 7 
неструктурных белков. На поверхности вириона 
расположены 2 структурных белка – мембранный 
(М) и оболочечный (Е), которые вместе с липидной 
мембраной образуют оболочку вириона [9]. В при-
роде ВКЭ существует в процессе непрерывной 
передачи (трансмиссии) от зараженных клещей 
к незараженным. Существует 3 основных вида 
трансмиссии: невиремическая, при которой ви-
рус передается незараженным клещам во время 
совместного питания в непосредственной бли-
зости с зараженным клещом [7], виремическая, 
при которой вирус передается клещу с кровью 
больного животного [1] и трансовариальная, при 
которой вирус передается от зараженной самки 
потомству [2]

Недавно было обнаружено, что эффективность 
невиремической трансмиссии ВКЭ Сибирского 
субтипа между клещами I. ricinus чрезвычайно 
низкая – при совместном питании с зараженными 
самками заражались только от 0 до 5 % нимф, в то 
время как для ВКЭ Западноевропейского субтипа 
этот показатель составлял 60–100 % (T.S. Gritsun 
и M. Labuda, неопубл.). В настоящей работе мы 
попытались определить, какие вирусные белки 
определяют эффективность невиремической 
трансмиссии. Для этого мы сконструировали ряд 
рекомбинантных вирусов, содержащих разные 
комбинации генов ВКЭ Сибирского и Западноев-
ропейского субтипов, и сравнили их биологические 
свойства со свойствами соответсвующих типовых 
штаммов обоих субтипов.

материалы и методы 

Для культивации ВКЭ, титрования инфекци-
онного вируса с помощью бляшкообразующих 
единиц, восстановления рекомбинантных вирусов 
и оценки эффективности репродукции вирусов в 
клетках млекопитающих использовали культуру 
клеток эмбриона свиньи СПЭВ. Все эксперименты 
проводили с использованием среды RPMI1640 с 
добавлением 2–5 % сыворотки крови эмбрионов 
коров и антибиотиков.

Типовые штаммы ВКЭ «Hypr» и «Васильченко» 
были получены из коллекции Центра экологии 
и гидрологии «Оксфорд» [8]. Рекомбинантные 
вирусы конструировали с помощью методики 
инфекционного клонирования полноразмерных 
ДНК-копий геномов ВКЭ в плазмидных векторах 
pBR322 с использованием ряда промежуточных 
субклонов, содержащих отдельные гены ВКЭ, как 
описано ранее [4]. 

Концентрацию инфекционного вируса, а так-
же морфологию бляшек определяли с помощью 
титрования бляшкообразующих единиц (БОЕ\мл) 
согласно Gould и Clegg, 1985 [3]. Эффективность 
репликации ВКЭ в культуре клеток млекопитаю-
щих оценивали по скорости накопления инфек-
ционного вируса в течение первых 48 часов после 

заражения. Монослой клеток заражали из расчета 
1 БОЕ на клетку, адсорбировали вирус в течение 
1 часа при комнатной температуре, тщательно 
промывали монослой и заливали среду поддерж-
ки. Через 4, 8, 12, 16, 20, 24 и 48 часов отбирали 
аликвоты надклеточной среды и определяли титр 
инфекционного вируса.

Клещи I. ricinus были выведены в лабораторной 
колонии Института Зоологии Академии наук Сло-
вакии (Братислава). Эффективность невиремиче-
ской трансмиссии для каждого вируса определяли 
следующим образом. Группу из 10 голодных самок 
клещей заражали инъекцией 500БОЕ исследуемого 
вируса на одного клеща. Зараженных клещей ин-
кубировали при 24 ± 4 °C и влажности 85–90 % в 
течение 14 дней. Далее зараженных самок попарно 
прокармливали на мышах Balb/C одновременно с 
15 неинфицированными нимфами I. ricinus, кото-
рые были прикреплены в непосредственной бли-
зости от самок-доноров. Открепившихся нимф и 
самок использовали для определения в них концен-
трации инфекционного вируса. Эффективность 
трансмиссии определяли как долю зараженных 
нимф. Эффективность репликации оценивали по 
средней концентрации инфекционного вируса в 
единичном зараженном клеще.

Все биологические эксперименты проводи-
ли как минимум в 3 независимых повторах. Для 
оценки вариабельности результатов рассчитывали 
стандартную ошибку средних значений.

результаты и обСуждение 

Для выяснения роли отдельных белков ВКЭ 
в процессе невиремической трансмиссии нами 
были сконструированы следующие рекомби-
нантные вирусы: Hypr[str]Vs[ns] – 5`UTR и гены 
белков С, prM и E взяты от типового штамма 
«Hypr», а гены неструктурных белков и 3`UTR 
– от штамма «Васильченко»; Vs [Hypr prM-E] – 
гены белков prM и E взяты от типового штамма 
«Hypr», а 5`UTR, гены белков С и неструктурных 
белков и 3`UTR от штамма «Васильченко»; Vs 
[Hypr E] – ген белка Е взят от штамма «Hypr», а 
остальной геном – от штамма «Васильченко». Та-
ким образом, в ВКЭ «Васильченко», обладающего 
5 % эффективностью невиремической транс-
миссии, были в разной пропорции введены гены 
структурных белков ВКЭ «Hypr», обладающего 
70 % эффективностью.

При оценке эффективности репродукции 
рекомбинантных ВКЭ и типовых штаммов в клет-
ках млекопитающих выяснилось, что все они спо-
собны достигать высоких титров в культуре клеток 
СПЭВ. Динамика репродукции вирусов оказалась 
практически идентичной и к 32 часу после момента 
заражения титры вирусов достоверно не отлича-
лись друг от друга (рис. 1).

Во взрослых клещах I. ricinus все вирусы раз-
множались со сходной эффективностью и достига-
ли титров 3,65–5,71 log10БОЕ/мл. Интересно, что 
типовые штаммы размножались с практически оди-
наковой эффективностью – 4,56 log10БОЕ/мл для 
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«Васильченко» и 4,54 log10БОЕ/мл для «Hypr». При 
этом не обнаружено ни существенных различий в 
титрах типовых штаммов и химерных вирусов, ни 
корреляции между титрами вируса и композицией 
его структурных белков. 

В нимфах I. ricinus штамм «Hypr» размножался 
существенно лучше, чем «Васильченко». При этом, 
по мере введения структурных генов «Hypr» в 
геном «Васильченко», эффективность репродук-
ции вируса росла, была полностью восстановлена 
до значений штамма «Hypr» при композиции Vs 
[Hypr prM-E] и достигала максимума при компо-
зиции Hypr[str]Vs[ns] (рис. 2А).

рис. 2.  а – репродукция рекомбинантных и исходных виру-
сов в нимфах I. ricinus; б – эффективность невире-
мической трансмиссии рекомбинантных и исходных 
вирусов от самок к нимфам I. ricinus.

Эффективность невиремической трансмиссии 
от самок к нимфам также ясно коррелировала с 
композицией структурных белков ВКЭ. Так, за-
мена гена белка Е в геноме «Васильченко» на ген Е 
штамма «Hypr» привела к увеличению эффектив-
ности трансмиссии с 4,5 ± 2,78 % до 33,16 ± 10,44 %. 
Наибольшая эффективность трансмиссии была 
характерна для рекомбинантного вируса Hypr[str]

Vs[ns], что согласуется с высокой эффективностью 
репродукции этого вируса в нимфах (рис. 2Б). 

Таким образом, полученные результаты по-
казывают, что эффективность невиремической 
трансмиссии ВКЭ целиком и полностью зависит 
от комплекса структурных белков, каждый из ко-
торых вносит существенный вклад в этот процесс. 
Действительно, введение одного (Е) или даже двух 
(prM-E) генов штамма «Hypr» в геном «Васильчен-
ко» привело только к частичному восстановлению 
способности к невиремической трансмиссии меж-
ду клещами I. ricinus, несмотря на то, что полностью 
восстановило способность вируса размножаться в 
нимфах I. ricinus.

Необходимо отметить, что наибольшую эф-
фективность трансмиссии показал рекомбинант-
ный вирус Hypr[str]Vs[ns], который помимо генов 
структурных белков содержал также нетрансли-
руемый регион 5`UTR вируса «Hypr». Поскольку 
ни один рекомбинантный вирус с заменой инди-
видуальных генов структурных белков не восста-
новил способность к невиремической трансмиссии 
до сравнимых значений, роль 5`UTR и ансамбля 
структурных белков в этом процессе требует более 
глубокого изучения.
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